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Myeloproliferativne neoplazie (MPN) su skupinou ochoreni hematopoetickej kmenovej bunky, pre ktoré je cha-
rakteristicka zvySena proliferacia jedného alebo viacerych vyvojovych radov krviniek a tendencia leukemickej
transformdcie. Na zaklade klasifikacie Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) z roku 2016 sa medzi MPN
bez pritomnosti Philadelphia (Ph) chromozému a jeho produktu, t. j. fizneho génu BCR-ABL 1, zaraduje polycyté-
mia vera (PV), esencialna trombocytémia (ET) a primarna myelofibr6za (PMF). Mutéacia v jednom z troch génov
- JAK2 (mutdcia génu pre Janus kindzu 2), MPL (mutéacia v géne pre trombopoetinovy receptor) a CALR (muta-
cia v géne pre kalretikulin) je pritomna vo velkej vac¢sine pacientov s klasickou Ph-MPN. Tieto kli¢ové somatic-
ké mutacie st zodpovedné za fenotypovy prejav ochorenia a ich spolo¢nou ¢rtou je nadmerna aktivacia JAK/
STAT signalnej drahy, a to aj vratane ,triple” negativhych pacientov, u ktorych nie je dokdzana ziadna z uvede-
nych somatickych mutacii.
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Myeloproliferative neoplasms and detection of calreticulin detection

Myeloproliferative neoplasms (MPN) are clonal haematological disorders that lead to the overproduction of one
or more myeloid lineages and contribute to disease progression to leukemic transformation. The World Health
Organization (2016) includes in Philadelphia — chromosome (Ph) negative MPN diagnosis of polycythemia vera
(PV), essential thrombocythemia (ET) and primary myelofibrosis (PMF). Mutations of JAK2 (gene for Janus
Kinase 2), MPL (gene for Thrombopoietin Receptor) and CALR (gene for Calreticulin) are related to MPN in
the majority of patients with classical Ph-MPN. These driver somatic mutations are responsible for disease
phenotype and constitutive activation of the JAK/STAT signalling pathway as ,triple” negative patients were
termed MPN patients lacking driver mutations, although the JAK/STAT signalling cascade is preserved.
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Uvod

Ph (BCR-ABLT) negativne myeloproliferativne neoplazie
(MPN) st podskupinou ochoreni hematopoetickej kmerio-
vej bunky, pre ktoré je charakteristicka nasledna proliferacia
erytrocytovej, granulocytovej alebo megakaryocytovej linie
a zvySena tendencia leukemickej transformacie. S hyperpro-
liferaciou kostnej drene koreluje myeloproliferacia v perifér-
nej krvi a/alebo v slezine. Pre Ph-MPN s typické zlozité mo-
lekuldrne zmeny, ktoré spdsobuiju klinicky réznorody priebeh
ochorenia s nepriaznivym vplyvom na kvalitu a dizku Zivota.

NajcCastejSie, tzv. klasické Ph-MPN tvori polycytémia vera
(PV), esencialna trombocytémia (ET) a primarna myelofibro-
za (PMF). S zname arteridlnymi a vendznymi trombdzami,
cytopéniou, vyraznou splenomegaliou a najma rizikom pre-
chodu do akutnej leukémie. Somatické mutacie vyskytujuce
sa vo vacsine tychto MPN, zahffiaju JAK2 mutaciu, MPL mu-
taciu a mutéciu v géne pre CALR. Specifickd skupinu tvoria
pacienti, ktori nevykazuju ziadnu z kl'd¢ovych mutacii, na za-
klade ¢oho sav literature radia k ,triple” negativnym. Napriek
tejto skutocCnosti je u nich rovnako ako v pripade MPN pa-
cientov s riadiacimi mutdciami stimulovana JAK/STAT sig-

nalna kaskada. Vdaka vyznamnym objavom tykajlucim sa
mutacnych zmien a ovplyvneni JAK/STAT drahy sa v posled-
nych desatrociach vyrazne zlepsila diferencialna diagnosti-
ka a teda aj samotna liecba pacientov s MPN.

Ako vysledok objavenia mutdcii v exéne 9 génu pre kal-
retikulin, je diagnostika na molekularnej drovni schopna od-
halit priblizne 75 = 90 % klonalnych MPN. Zaradenie skri-
ningu CALR mutdacii do rutinnej praxe sa stava esencialnym
z hl'adiska diferencidlnej diagnostiky JAK2 negativhych MPN
a prispieva k odhaleniu fenotypovych charakteristik spoje-
nych s mutaciami typu 1 a typu 2 génu pre CALR.

Diagnostické kritéria MPN

Kritéria pre diagnostiku MPN boli vytvorené a zosumari-
zované WHO v roku 2016 a rozdelené na velké ,major“ a ma-
|é ,minor” kritéria (tabulka 1). Pre diagnostikovanie PV mu-
sia mat pacienti splnené vsetky tri body velkych kritérii alebo
prvé dva z velkych a malé kritérium. Pre ET musia platit vSet-
ky Styri hlavné kritéria alebo prvé tri z hlavnych kritérii a malé
kritérium. Pre skupinu pacientov s PMF musia byt v platnos-
ti vSetky velké kritéria a minimalne jedno malé kritérium®.
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Tabulka 1. Diagnostické kritéria pre MPN podla WHO.

Polycytémia vera
Velké ,major” kritéria
1. HGB > 16,5 g/dl (muzi), > 16 g/dI (Zeny) alebo HGB > 49 % (muzi)
a > 48 % (Zeny), alebo zvyseny pocet erytrocytov
2. hypercelularita KD, zvy$ena proliferacia erytrocytového,
granulocytového radu a maturovanych megakaryocytov
3. pritomnost JAK2V$'7F alebo JAK2 exdn 12 mutécie

Malé ,minor*” kritéria
+ nefyziologickd hladina EPO

Esencialna trombocytémia

Velké ,major” kritéria

1. pocet trombocytov = 450 x 10%/I

2. v KD prevazuje proliferdcia megakaryocytového radu, velmi raritne
sa moze vyskytovat retikulinova fibréza?

3. nesplnené WHO kritéria pre iné myeloidné neoplazie

4. pritomnost JAK2V6"7F, CALR alebo MPL mutacie

Malé ,minor” kritéria

+ pritomnost klonalneho markera® alebo absencia trombocytézy

Primarna myelofibréza

Velké ,major” kritéria

1. pritomnost megakaryocytovej proliferacie sprevadzana retikulino-
vou fibrézou® 2. alebo 3. stupna

2. nesplnené WHO kritéria pre iné myeloidné neoplazie

3. pritomnost JAK2V6'”, CALR alebo MPL mutdcie alebo v pripade ich
absencie, pritomnost iného klonalneho markera®, alebo nepritom-
nost retikulinovej fibrézy* v KD

Malé ,minor" kritéria

+ anémia bez suvislosti s komorbiditami

+ leukocytdza = 11 x 10%/1

+ palpacény nalez splenomegalie

+ zvy$end hodnota LDH

Vysvetlivky: *retikulinova fibréza - siet retikulinovych viékien s pre-
krizeniami (stupne retikulinovej fibrézy: 1. 2. a 3. stupeni), °klonainy
marker — mutdcie ASXL1, EZH2, TETZ2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1

Skratky: HGB — hemoglobin, KD — kostna dreri, EPO — erytropoetin,
LDH - laktatdehydrogenaza

Mutacie sprevadzajiice myeloproliferativne
neoplazie

Mutacie sprevadzajuce MPN sa rozdeluju na klu¢ové ale-
bo riadiace (oznacované v literature aj ako ,driver” mutéacie)
a na pridavné mutacie.

Kltcové (riadiace) mutacie myeloproliferativnych neoplazii

KliGové mutdcie su pritomné vo velkej vacsine pacien-
tov s klasickou Ph-MPN. Somatické mutdcie v jednom z 3
génov, t. j. JAK2 (mutécia v géne pre Janus kinazu 2), MPL
(mutécia v géne pre trombopoetinovy receptor) a CALR (mu-
tacia v géne pre kalretikulin), st zodpovedné za Specificky fe-
notyp ochorenia. Nadmerne aktivovana signalna draha JAK/
STAT je spolo¢nou patogenetickou ¢rtou Ph-MPN, a to aj vra-
tane ,triple” negativnych pacientov, u ktorych nie je dokazana
Ziadna z uvedenych somatickych mutacii®.

Somaticka bodova mutacia JAK2 génu sa predpoklada
takmer u vSetkych pacientov s PV a v 50 — 60 % pacientov
s ET a PMF. Priblizne 25 % pacientov s ET a 36 % pacientov
s PMF ma pozitivnu mutaciu v géne pre CALR. Mutacia v gé-
ne MPL bola zistena v 4 % pacientov s ET a v 6 % pacientov
s PMF, zatial ¢o ,triple” negativhych pacientov je asi 5 % pri
diagnézach PV a PMF a 12 % pri ET (obrazok 1)®.

JAK2 (Janus kinaza 2)

Janus kinazy (JAK) patria do rodiny nereceptorovych ty-
rozinkinaz, ktoré asociuju so Sirokou Skdlou cytokinovych re-
ceptorov zahrnutych v bunkovom raste, hematopoéze a imu-
nitnej odpovedi. Za fyziologickych podmienok, t. j. za stavu,
ked nie je pritomnd mutdcia, JAK kinaza asociuje s receptoro-
vymi monomérmi, ktoré po naviazani ligandu dimerizuju a ve-
du k fosforylacii a aktivacii JAK kinaz. Tie nasledne fosfory-
luju Specifické tyrozinové zvysky cytokinovych receptorov, ¢o
ma za nasledok fosforylaciu dalsich signalnych molekdl vra-
tane STAT (signalny transduktor a aktivator transkripcie), fo-
sfatidylinozitol-3-kinazy (PI3K), proteinkinazy B (zname;j tiez
ako AKT) a MAPK (proteinkinaza aktivovana mitogénom)®.
JAK2 kinaza je zapojena do signalnej drahy receptorov he-
matopoetickych rastovych faktorov, ako je napr. trombopo-
etinovy receptor, receptor pre erytropoetin a mnohé dalSie.
Tyrozinkindza JAK2 je aktivovana celou skalou Specifickych
cytokinov a posobi ako aktivator JAK/STAT signdlnej drahy,
ktord nasledne reguluje bunkovu proliferaciu a diferenciaciu
najméa hematopoetickych a imunitnych buniek®.

V patogenéze myeloproliferativnych neoplazii sa najc¢as-
tejSie vyskytuje somatickda mutacia JAK2 génu veduca k za-
mene bazy G za T na nukleotide 1849 v exdne 14 pseudoki-
nazovej domény JH2, Co predstavuje zamenu aminokyseliny
valin za fenylalanin v kodéne 617 (JAK2V617F)®7_ Mutécia ve-

Obrazok 1. Zastupenie JAK2, MPL a CALR mutécii v Ph-myeloproliferativnych neoplaziach®.
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die ku konstitutivnej aktivacii JAK2 s ndslednou hypersen-
zitivitou na cytokiny a k aktivacii cytokinovych receptorov
nezavisle od vazby ligandu, a teda k nekontrolovanej hema-
topoetickej transformadcii a proliferacii®.

Na baze mutacie JAK2V®'"F a deregulacie JAK/STAT
kaskady je objasnenych priblizne 60 % BCR-ABL negativ-
nych MPN®. Frekvencia homozygotnych mutécii JAK2 va-
riruje medzi 25 - 30 % v pripade PV a PMF, zatial' ¢o pri ET
je zastupenie homozygotnych mutdcii raritné a predstavuje
priblizne 2-4 % vsetkych pripadov ET. Pritomnost homozy-
gotnych mutacii pri PV a ET je asociovana s vy$Sim rizikom
progresie do myelofibrézy®.

MPL

Napriek tomu, ze v myeloproliferativnych neoplaziach do-
minuje mutacia JAK25"7F, s nizSou frekvenciou sa vyskytuju
aj mutdcie inych génov spriahnutych s myeloproliferaciami.
Jednou z nich je mutdcia v géne MPL, ktory kdduje trom-
bopoetinovy receptor (MPL) viaZuci na seba trombopoetin
(TPO). Ich vazba vedie k homodimerizacii receptora, aktiva-
cii JAK2, fosforylacii MPL a stimulacii signalizacnej kaskady
JAK/STAT, regulujlcej proliferaciu a diferencidciu buniek®.

Doposial bolo identifikovanych viacero mutdacii MPL génu,
pricom dve najCastejSie, t. j. mutacia v kodéne 515, oznaco-
vana ako MPLYS'St (zamena tryptofanu za leucin) a MPLWS'5K
(zdmena tryptofanu za lyzin), sa vyskytuju v exéne 10. Vysled-
nym efektom MPL mutacii je aktivacia trombopoetinového
receptora bez pritomnosti ligandu. Vysledkom je mobilizacia
tyrozinkinaz a stimuldcia JAK/STAT signalnej cesty('). Muta-
cie su vacsinou v heterozygotnom stave, homozygotny stav
sa spdja s progresiou ochorenia a fibrézou kostnej drene(™.

Pritomnost MPL mutécii stvisi s ET a PMF, preto sa diag-
nostika danych mutacii odporaca u pacientov s negativnou
mutaciou JAK2V6'7F V raritnych pripadoch bola preukazana
pritomnost oboch typov, t. j. MPL i JAK2V6'7F mutacii®'?.

Kalretikulin

V roku 2013 bol identifikovany gén kdédujuci kalretikulin
(CALR), ktorého mutacie boli zistené u pacientov s myeloproli-
ferativnymi neoplaziami, vykazujicich JAK2 negativitu, v 25 %
upacientovs ETav 36 % s PMF(314,V sticasnosti je znamych
priblizne 50 typov mutacii CALR, hoci az 80 % zo vSetkych
predstavuju dve najcastejsie, t. j. delécia 52bp (del52; ¢.1092_
1143del; L367fs*46) a inzercia 5bp (ins5; ¢.1154_1155insTT-
GTC; K385fs*47), oznaCované aj ako typ 1 a typ 2.

Predpoklada sa, Zze mutacie CALR zohravaju kltcovu ulo-
hu vo vyvoji MPN aktivaciou MPL cez JAK/STAT signalnu
cestu®, Mutdacie CALR typu 1 sa vyskytuju ¢astejSie v PMF
a sl spojené s priaznivejSou prognézou, predizenym celko-
vym prezivanim v porovnani s inymi formami PMF, pri kto-
rych nie je pritomnd mutacia CALR. Naopak, mutacie typu
2 sU viac zastupené pri ET a fenotypovo su porovnatelné
s JAK2V®17F mutaciou('®. Pacienti s ET a mutaciou CALR typu
2 maju vyssie mnozstvo trombocytov. Riziko progresie ET do
myelofibrozy je zvysené pri mutaciach typu 109,

Pridavné mutacie myeloproliferativnych neoplazii

Ako pridavné mutacie sa oznacuju tie, ktoré nespada-
ju do kategérie kl'u€¢ovych mutdcii sprevadzajicich ocho-
renie MPN, teda mutdcie iné nez v génoch JAK2, MPL ale-

Tabulka 2. Frekvencia kltic¢ovych a pridavnych mutécii v mye-
loproliferativnych neopldziach a ich vplyv na leukemickd trans-
formdciu®.

Mutacna skupina Gén PV 3] PMF LT
JAK2 98% | 52% | 62% | 60%
CALR 0% 26% | 22% | 21%
MPL 0% 4% 5% 13 %
TET2 22% | 16% | 15% | 19%
DNMT3A| 2% 6 % 9% 3%
IDH1 0% 0% 2% 12 %
IDH2 2% 1% - 7 %
ASXLT | 12% | 11% | 48% | 47 %
EZH2 0% 3% 6 % 15 %
SRSF2 3% 2% 14% | 13%
U2AF1 0% 1% 17 % 5%
SF3B1 3% 5% 13 % 7 %
TP53 1% 2% 6 % 16 %
RUNX1 2% 2% 3% 17 %

,Driver” mutéacie

Metyldcia DNA

Modifikacia chromatinu

Spliceozémovy
komplex

Tumorsupresory
Regulatory transkripcie

Skratky: PV — polycytémia vera, ET — esencialna trombocytémia,
PMF - primdrna myelofibréza, LT — leukemicka transformacia

bo CALR(”. Mutécie boli roztriedené do kategorii podla ich
hlavnej funkcie, t. j. na modifikatory chromatinu, komponen-
ty spliceozémového komplexu, modifikatory DNA metylacie,
tumorsupresory a regulatory transkripcie. Tieto mutacie ma-
ju jednoznacne patogénny charakter, zapajaju sa do progre-
sie ochorenia, leukemickej transformacie, vo zvySenej miere
su exprimované v blastovej faze MPN a negativne ovplyviuju
prezivanie pacientov s MPN(®), Frekvencia a zasttpenie mu-
tacii su znazornené v tabulke 2.

Zaver

Vdaka objavom mutac¢nych zmien a ovplyvneniu JAK/
STAT signalnej cesty v poslednom desatroci nastal vyraz-
ny pokrok v poznani patofyzioldgie a diagnostiky MPN. Ho-
ci v suCasnosti existuju moznosti lieCby, ktoré st schopné do
urcitej miery kontrolovat priebeh ochorenia, stale absentuje
,game changer”, ktory by bol schopny eliminovat ochorenie
u vacsiny pacientov. Leukemickd transformacia zostava na-
dalej hlavnou komplikaciou MPN. Hoci na jednej strane doka-
Zzeme identifikovat rizika transformacie, na strane druhej stale
nedokazeme zabranit prechodu do akutnej leukémie v Spe-
cifickej skupine pacientov s MPN. Diferencialna diagnostika
podtypov MPN je kl'i¢ova pre spravny monitoring pacientov
a znamena Uzku spolupracu klinikov, genetikov a patolégov.
Pohlad na klinicky priebeh ochorenia je vyznamny aj vzhla-
dom na manazment Specialnych situacii, ako je predkoncepc-
na starostlivost, gravidita ¢i predoperacna starostlivost.
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